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異常であり、都会で飼育されている犬の 3 分の 1 が肥満であると報告されてい
る [Edney, 1974; Yamakita et al., 2010]。肥満は中高齢以上の犬に多く、去勢や不
妊手術は性ホルモンのバランスと活動性に影響することによって肥満のリスク








る疾患は数多く知られている [Faller et al. 2016; Voorbij et al., 2015]。 
肥満した犬では急性膵炎や高脂血症、関節疾患、高血圧からくる慢性腎不全
のリスクが高まっており、近年行われた研究によれば寿命も短縮することが知
られている [Brown et al., 1996; Hess et al., 1999; Kealy et al., 2002; Perez et al., 




















そのため摂食行動を制御できないことが重度肥満の原因であった [Lee et al., 
2015]。肥満したヒトでは血中レプチン濃度は正常域を超えて増加し、充分に効
果を発揮していないことが知られているが、この現象はレプチン抵抗性と呼ば
れている [Frederich et al., 1995. Singh et al., 2015]。 
 イヌにおいても、肥満関連遺伝子の研究がいくつか報告されている。レプチ
ンはイヌでも遺伝子クローニングが行われ、ヒトやマウスと同様に脂肪組織で
産生され血液中に分泌されることが明らかにされている [Balogh et al., 2012; Di 
Loria et al., 2014; de Godoy et al., 2013; Iwase et al., 2000]。特異抗体を用いた
ELISA で測定すると肥満犬ではレプチンの血中濃度は高値を示し [Ishioka, 
2002; Ishioka, 2006]、ヒトと同様レプチン抵抗性となっていることが推察される 





 メラノコルチン 4 型受容体（melanocortin 4 receptor, MC4R）は、視床下部で
摂食行動を抑制する重要な分子であり、ヒトでは遺伝子変異が摂食亢進と肥満
を惹起することが報告されている [Bradnova et al., 2015]。近年、MC4R の変異




 脱供役蛋白質（uncoupling protein, UCP）はミトコンドリア内膜に存在する熱
産生分子であり、ヒトでは遺伝的多型が代謝に影響を及ぼすことが知られてい
る。イヌの UCP は 1-3 のアイソフォームがクローニングされ [Ishioka et al ., 
2002]、多種との高い相同性や類似した組織発現分布が確かめられている。近
年、イヌにおいても UCP2 と UCP3 の遺伝的多型が調査され、一部の変異が脂
質代謝に関与する可能性が示されている [Udagawa et al., 2014]。一般的に、
UCP は肥満のリスク因子であるとともに治療のためのターゲット分子としても
注目される[Boss et al., 1998; Clapham et al., 2000; Ricquier & Bouillaud, 2000]。例
えば、イヌでは実験的に多価不飽和脂肪酸を多く含む食事が骨格筋で UCP3 の
発現を増加させること [Ishioka et al., 2002]、β3 アドレナリン受容体の選択的作
動薬が白色脂肪組織で UCP1 の異所性発現を促すことなどが報告されており、
これらはいずれも抗肥満効果を発揮する [Brodani et al., 2014; Nakamura et al., 





算は、体重から安静時エネルギー要求量（resting energy requirement, RER）を求
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（adrenoceptor beta 2, ADRB2）遺伝子、β3 アドレナリン受容体（adrenoceptor 
beta 3, ADRB3）遺伝子などが利用されている [Baturin et al., 2012; Daghestani et 
al., 2012; Iwasa et al., 2000; Ohshiro et al., 2000; Sahin et al. 2013]。獣医療ではまだ
そこまでの評価は行われていないが、栄養管理上の基礎データとして有用性は
高いものと考えられる。 
 本研究では、近年注目を集めている GPR120 と、以前より多くの研究が行わ
れてきた ADRB3 という 2 つの代謝関連遺伝子に着目し、その多型がイヌの肥
満リスクと関係する可能性について検証した。GPR120 は中鎖および長鎖脂肪
酸をリガンドとする脂肪酸受容体であり [Hirasawa et al., 2005; Ichimura et al., 
2012; Katsuma et al., 2015]、Arg270His の変異はヒトにおいて肥満リスクを高め
るとされる。一方、ADRB3 はアドレナリン受容体の一種であり、主に脂肪細
胞に発現して脂肪分解に促進的に作用する [Skeberdis, 2004]。ヒトにおいて






































ン G タンパク質共役型受容体（G protein coupling receptor, GPCR, GPR）が発見
されている。また、それらを対象に行われたリガンド探索の結果、脂肪酸と結
合して活性化される脂肪酸受容体が複数種見い出され、一つの受容体ファミリ
ーを形成していることが明らかになってきた。例えば、GPR41 と GPR43 は短
鎖脂肪酸受容体として、GPR84 は中鎖脂肪酸受容体として、GPR40 は長鎖脂肪
酸および不飽和脂肪酸受容体として機能し、様々な生理活動に関与することが
報告されている [Fukunaga et al., 2006]。脂肪酸が β 酸化のエネルギー源として
だけでなく、分子シグナルとして多くの細胞機能に関与することは以前より知
られていた [Chawla et al., 2001]。しかし脂肪酸受容体の構造や生体分布につい
ては長らく不明のままで、それらを標的とした臨床研究も実施は困難であっ
た。リガンド探索により異なる脂肪酸を識別する一連の GPR 分子が発見され
たことで、現在この分野の研究は急速に進展しつつある [Moran et al., 2016]。 
GPR120 は、前述の受容体ファミリーに含まれる分子としてマウスやヒトの
細胞からクローニングされた脂肪酸受容体の一つで、長鎖脂肪酸および不飽和
脂肪酸の内因性リガンドとされている [Milligan et al., 2015]。飽和脂肪酸（C14-
18）や不飽和脂肪酸（C16-22）によって活性化された GPR120 は Gqタンパク質
と共役し、細胞外シグナル調節性キナーゼ（Extracellular signal-regulated kinase, 
ERK）を活性化することで細胞機能の発現を促す。例えば、GPR120 はヒトや
マウスでは腸管組織に高発現し、コレシストキニン（cholecystokinin, CCK）や
グルカゴン様ペプチド（Glucagon-like peptide, GLP）-1 など消化管ホルモンの分
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が見られ、脂質代謝に深く関与する。3T3-L1 細胞を用いた in vitro の研究で
は、GPR120 が脂肪細胞の分化に促進的に働くことが示されている [Gotoh et 
al., 2007; MacDougald et al., 1995]。GPR120 遺伝子欠損マウスに高脂肪食を与え
た研究では、野生型マウスと比較して有意なインスリン抵抗性の増加、体重増




いて細胞発現系を用いて行われた in vitro の研究によれば、変異体では脂肪酸が
結合したときの細胞内シグナル伝達が野生型に比べて低下することが確かめら






[Habara et al., 2015]。イヌにおいても GPR120 に遺伝子変異が見つかれば肥満リ
スクに関与する可能性があり、遺伝子検査項目として有用かも知れない。 







DNA を材料として多型調査を行い、イヌにおける SNP の探索を実施した。
SNP が見つかった場合は、犬種ごとの遺伝子頻度、および肥満度の指標である
























1. イヌ GPR120 のクローニング 
他の実験のために犬の回腸組織から抽出され、-80℃で凍結保存されていた
Total RNA 液を材料として使用した。解凍された Total RNA 液は吸光度 260 nm
および 280 nm で蛋白濃度および純度を測定した後、逆転写 PCR（Reverse 
transcription polymerase chain reaction, RT-PCR）に使用した。まず、cDNA を作
製するため Total RNA を RNA template として用いて Quantiscript reverse 
transcriptase（Qiagen, Germany）による逆転写を行った。即ち 2 μl の 7×gDNA 
Wipeout Buffer と 8 μl の RNA template（50ng/μl）、4 μl の RNase free water を混
合し、42℃ /10 分間でインキュベートした。その後、インキュベートした反応
産物 14 μl と 1 μl の Quanstiscript Reverse Transcriptase、4 μl の 5×Quantiscript RT 
Buffer、1 μl の RT Primer Mix を混合し、42 ℃/ 30 分間と 95 ℃/ 3 分間でイン
キュベートした。次に、生成した cDNA を鋳型とし、ゲノムデータベース上の
イヌ GPR120 塩基配列情報をもとに 5’-および 3’-非翻訳領域に設計したプライ
マー対（表 1-1, ORF-Fwd と ORF-Rev）を用いて PCR を行い、イヌ GPR120 翻
訳領域を増幅した（図 1-1）。 PCR は PrimeSTAR HS DNA Polymerase（TaKaRa, 
Japan）を用いて、2 Step 法により 98.0℃/10 秒間、70℃/90 秒間、30 cycle の条
件で実施した。 
得られた PCR 産物をエチジウムブロマイドを添加した 1.5%アガロースゲル
で電気泳動し、365 nm の紫外線下で観察した。予想される分子サイズである
1,193 bp 付近にバンドが見られるかを確認し（図 2）、PCR Purification Kit
（QIAGEN, Germany）を用いて PCR 産物を精製した。塩基配列の解析は、外




2. イヌ GPR120 の組織発現分布解析 
 イヌ GPR120 の組織発現分布を解析するため、材料として肺、胃、十二指
腸、空腸、回腸、結腸、肝臓、腎臓、脳、視床下部、海馬、脊髄、骨髄、骨格
筋、皮膚、脂肪の 16 組織のイヌ Total RNA（AMS Biotechnology, UK）を使用し
た。逆転写およびイヌ GPR120 遺伝子の PCR 増幅は前述のクローニングと同じ
条件で実施した。また、陽性コントロールとしてイヌ β-actin の PCR 増幅も同




 2012 年から 2013 年にかけて日本獣医生命科学大学付属動物医療センタ （ー東
京都武蔵野市）および愛甲石田動物病院（神奈川県伊勢原市）に来院した犬 141
頭（6 ヶ月齢-14 歳、雄 69 頭/雌 72 頭、21 犬種）を対象とした。各個体のデータ
として、年齢、性別、犬種、BCS 等を記録した。 
 
4. ゲノム DNA の抽出 
 全血 1 ml を採取後、直ちにエチレンジアミン四酢酸（EDTA）チューブに移
して抗凝固処理を行い、Flexi Gene DNA Kit（Qigen, Japan）を用いてゲノム
DNA を抽出した。即ち、15 ml 遠心チューブに界面活性剤を含む Buffer FG 1 を
2.5 ml と血液を 1 ml 添加して、上下に 5 回転倒混和後、2,000 g/21℃で 5 分間
遠心した。上清をデカントして清潔な紙の上にチューブを転倒後 2 分間静置
し、DNA とタンパク質を含むペレットを得た。次に 0.5 ml の Buffer FG 2 と
Qiagen Protease 混合液にて得られたペレットを再懸濁し、迅速にペレットが均
一化されるまで攪拌後、65℃/10 分間インキュベートした。このとき、ゼリー




れ、色が赤からオリーブ色に変化したことを確認後、0.5 ml の 100%イソプロパ
ノールを添加して上下に激しく振盪し、ゲノム DNA を抽出した。2,000 g/ 3 分
間で遠心後、上清を捨て、清潔な紙の上に静置した。ゲノム DNA を洗浄する
ため、0.5 ml の 70%エタノールを添加して 5 秒間攪拌し、2,000 g/3 分間で遠心
後、上清を捨て清潔な紙の上に転倒して 5 分間静置した。その後、液体が完全
に蒸発するまで、DNA を 5 分間空気乾燥させた。液体の蒸発後、Buffer FG 3
を 300 μl 加え、低速で 5 秒間攪拌し、65℃/1 時間から一晩インキュベートし
て再懸濁した。回収したゲノム DNA は Nano Drop（Thermo Fisher Scientific, 
USA）を用いて吸光度を測定し、吸光度 260 nm および 280 nm で蛋白濃度およ
び純度を測定した。 
 
5. イヌ GPR120 遺伝子の増幅と精製 
ゲノムデータベース上に記録されているイヌ GPR120 遺伝子
（NC_006610.3）の、3 つの Exon 領域を挟むように設計したプライマー対（表
1, Exon 1-3）を用いて PCR を行った（図 3）。PCR には Mighty Amp DNA 
Polymerase（TaKaRa, Japan）を用い、Exon 1 は 98.0℃/10 秒間、72.0℃/90 秒間
を 30 cycle のステップ法で、Exon 2 および Exon 3 は 98.0℃/10 秒間、66℃/15 
秒間、72℃/90 秒間の 30 cycle で実施した。 
得られた PCR 産物をエチジウムブロマイドを添加した 1.5%アガロースゲル
で電気泳動し、365 nm の紫外線下で観察した。予想される分子サイズ付近にバ
ンドが見られるかを確認し、PCR Purification Kit（QIAGEN, Japan）を用いて
PCR 産物を精製した。即ち、1.5 ml チューブで PCR サンプル 20 μl と Buffer 
PBI（結合バッファー）100 μl を混和後、DNA 結合のためにカラムをセットし




の Buffer PE（洗浄バッファー）を添加して 13,000 rpm/ 30 秒間の条件で遠心操
作した。新しい 1.5 ml チューブにカラムをセットし、20 μl の Buffer EB (溶出バ
ッファー)をカラムの中央に添加して 1 分間静置後、13,000 rpm/1 分間で遠心
操作し、精製 DNA を回収した。 
 
6. イヌ GPR120 遺伝子の塩基配列解析 
イヌ GPR120 遺伝子の塩基配列解析のため、Big Dye Terminator v 1.1 Cycle 
Sequencing Kit（Applied Biosystems, Japan）を用いて精製 DNA の 1 本鎖 PCR を
行った。Exon 部分を増幅するように設計した 3 対のプライマーを使用し、反応
液 10 μl 中の組成は以下の通りとした。PCR チューブに Ultra Pure Water を 5.5 
μl、プライマー（1.6 pmol/μl）を 1.0 μl、5 x Big Dye Sequence Buffer を 1.5 μl、
Big Dye Terminator を 1.0 μl 添加した。反応条件は始めに 96℃/1 分間、その後




7. イヌ GPR120 の遺伝子多型解析 
141 頭の犬の全血から抽出したゲノム DNA 検体を材料にイヌ GPR120 の塩基
配列を解析し、ゲノムデータベース上に記録されているイヌ GPR120 遺伝子
（NC_006610.3）の塩基配列と比較した。SNP が見つかった場合は記録し、各









表 1-1 イヌ GPR120 遺伝子の解析に用いたプライマーの塩基配列 
名称  塩基配列 (5’-3’)    PCR 産物 (bp) 
ORF-Fwd GGCATGTCCCCTGAGTGCG   1,193 
ORF-Rev GGCTACATTGATGTCATGCACCTGG 
Exon 1-Fwd AGGTGTCGCAACCGCCTC   810 
Exon 1-Rev ACAGCGACACAGCGGGCA 
Exon 2-Fwd AGCCAGAGCCAAACAAGCA   223 
Exon 2-Rev GCTGATTCCAAGCCTAAGTGG 
Exon 3-Fwd TAGCTGCTTTGCTCCTCCAA   502 
Exon 3-Rev ATCATGGCTTTCCAGAGGGT                  
β-actin-Fwd GCCAACCGTGAGAAGATGACT  90 
β-actin-Rev CCCAGAGTCCATGACAATACCAG     
 Fwd：上流側、Rev：下流側 
 ORF：Open reading frame（翻訳領域）を増幅 
















図 1-1 イヌ GPR120 遺伝子増幅に用いたプライマーの設計位置 
 A：cDNA クローニングのためのプライマー対（ORF-Fwd,Rev）は、スプライ
シング後の翻訳領域を挟むようにイントロン上に設計した。B：ゲノム DNA 増
幅のためのプライマー対（Exon 1,2,3-Fwd,Rev）は、各 Exon の上流と下流のイン
トロン上に設計し、3 つの Exon を個別に増幅する配置とした。各プライマーの








              
 
 
図 1-2 イヌ GPR120 翻訳領域の cDNA クローニング 
 イヌ空腸から抽出した mRNA から逆転写反応で作製した cDNA を鋳型とし
て、イヌ GPR120 遺伝子の翻訳領域を含む領域を増幅した。電気泳動の結果、













1. イヌ GPR120 の分子構造 
 イヌ回腸組織から抽出した RNA を材料として RT-PCR 法で GPR120 遺伝子
の cDNA クローニングを行ったところ、PCR 産物は予想される 1,193 bp 付近
に単一バンドを生成した（図 1-1）。この PCR 産物を精製して塩基配列を解析
し、ゲノムデータベース上の配列と比較した結果、イヌ GPR120 遺伝子が増
幅されていることが確認できた。 
 イヌ GPR120 の翻訳領域は 1,086 bp からなり、361 個のアミノ酸をコード





最も高いのはネコで 96%、最も低いのはラットで 83%であった（図 1-3、表
1-2）。 
 
2. イヌ GPR120 の組織発現分布 
 イヌ GPR120 の組織発現分布について、RT-PCR 法を用いて解析した。イヌ








3. イヌ GPR120 の遺伝子多型分布 
141 頭の犬の GPR120 遺伝子を解析したところ、全部で 9 種類の SNP が確認
された。うち 5 種類はアミノ酸変異の無い同義置換であり、変異部位は c.252C>G、









（Ala103Thr）は全頭中ラフ・コリー1 頭でのみ確認され、その 1 頭も遺伝子型
はヘテロであった。c.446G>C（Gly149Ala）は 5 頭の犬で確認され、その内訳は
ミニチュア・ダックスフント 1 頭（ホモ）、ボルゾイ 2 頭（いずれもヘテロ）、ボ
ーダー・コリー2 頭（いずれもヘテロ）であった。c.595C>A（Pro199Thr）は、4
つの非同義置換の中では最も多く 141 頭中 15 犬種 40 頭で確認され、遺伝子頻
度は 0.191 であった（表 1-4）。 
 
4. イヌ GPR120 の肥満度別多型解析 
 4 種類の非同義置換のうち、c.595C>A（Pro199Thr）は 141 頭中 40 頭で確認
され、統計解析に耐える例数が得られたため、BCS 別に遺伝子頻度を算出比較
した。その結果、肥満を示す BCS=5/5 個体群での遺伝子頻度は 0.312、過体重
を示す BCS=4/5 個体群での遺伝子頻度は 0.324、適正を示す BCS=3/5 の個体群
での遺伝子頻度は 0.175、低体重を示す BCS=2/5 の個体群での遺伝子頻度は
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0.000 であった。BCS=4/5 および 5/5 の個体群を広義の肥満群ととらえ、合わせ
て算出すると遺伝子頻度は 0.320 となり、SNP c.595C>A おける C と A の遺伝
子頻度間の比較、統計解析の結果正常個体群（BCS=3/5）と比較して肥満群



























図 1-3 イヌ GPR120 分子の一次構造および他の動物種との比較 
 イヌの GPR120 は 361 個のアミノ酸からなり、多種のものと高い相同性を示












図 1-4 イヌ GPR120 の組織発現分布 
 16 種のイヌ組織における GPR120 遺伝子の発現の有無を、RT-PCR 法にて解析
した。胃、空腸、回腸、十二指腸、結腸、肺、肝臓、腎臓、小脳、視床下部、海
馬、脊髄、骨髄、骨格筋、皮膚、脂肪組織における結果をそれぞれ示す。下段に










表 1-2 イヌ GPR120 の分子構造における他動物種との相同性 
   塩基  アミノ酸 Accession   
ネコ   95%  96%  XM_003994220.2 
シロクマ  93%  94%  XM_008696357.1 
ブタ   90%  89%  NM_001204766.1 
ウマ   89%  86%  XM_001500867.2 
ヒト   89%  84%  BC_101175.2 
マウス   84%  85%  NM_181748.2 






表 1-3. イヌ GPR120 多型解析で検出された遺伝子多型 (n=141) 
    変異      頭数   
  遺伝子  アミノ酸 ヘテロ ホモ 遺伝子頻度  
同義置換 c.252C>G    -  10  9   0.099 
  c.282C>G    -   9  4   0.060 
  c.702A>G    -   0  1   0.007 
  c.726G>A    -   6  3   0.043 
  c.984T>C    -  40 19   0.277   
非同義置換 c.287T>G Leu96Arg 11  9   0.103 
  c.370G>A Ala103Thr  1  0   0.004 
  c.446G>C Gly149Ala  5  0   0.010 










図 1-5 イヌ GPR120 変異体におけるアミノ酸変異部位 
 イヌ GPR120 遺伝子で見つかった 4 つの非同義置換によるアミノ酸の変異部
位を、受容体の模式図上に示した。Ala103Thr と Pro199Thr は細胞外領域、













表 1-5 イヌ GPR120 の非同義置換 c.595C>A (Pro199Thr)の肥満度別遺伝子頻度 
BCS  頭数  c/c  c/a a/a a の遺伝子頻度  
4 および 5  25 13   8  4   0.320* 
3  103 75  20  8   0.175 
2   13  13   0  0   0.000   


























 今回クローニングしたイヌ GPR120 遺伝子翻訳領域の塩基配列は、ゲノムデ
ータベースを照会したところ、イヌの第 28 番染色体（NC_006610.3）に含まれ
ることが確認された。3 つのエクソンの詳細は、それぞれ Exon 1（chromosome 
7801713-7802280, 568 bp）、Exon 2（chromosome 7812752-7812876, 125bp）、Exon 
3（chromosome 7819629-7819989, 420bp）であった。マウスやヒトの GPR120 に
存在する疎水性アミノ酸の存在比が高い 7 つの膜貫通領域は、イヌ GPR120 で
も保存されていた（44-45、73-98、113-137、156-177、209-225、266-289、296-
316 番目のアミノ酸が相当）。このことから、イヌ GPR120 はマウスやヒトのも
のと同様、7 回膜貫通型の受容体であることが推察される。また、GPR の機能
的部位として知られる 2 つの N-グリコシル化部位（糖鎖付加部位）、即ち N 末







おいては空腸、回腸、結腸において GPR120 の mRNA 発現が確認され、特に結
腸におけるバンドが強い傾向を示した。一方、同じ消化管でも胃や十二指腸にお
いては GPR120 の発現は確認されなかった。このことから、イヌ GPR120 は下部
消化管で多く発現していると考えられた。ただし今回、定量的 PCR は実施して
いないので、バンドが確認できなかった組織で発現が無いと言い切ることはで





レチンホルモンの研究結果から示されている [Oda et al., 2014]。 
GPR120 はイヌにおいて、海馬や大脳など中枢神経系にも発現していた。海馬
では n-3（ω3）多価不飽和脂肪酸が記憶の形成に影響を及ぼし、一部の認知症に
対して有効であることが知られている [Oulhaj et al., 2016]。多価不飽和脂肪酸の
受容体である GPR120 の変異は、これらの疾患のリスクや多価不飽和脂肪酸を
用いた治療成績にも影響を及ぼすかも知れない。マウスにおいて GPR120 は単
球やマクロファージで発現しており、脂肪酸の結合による β-アレスチン 2 経路
による抗炎症作用が報告されている [Oh et al., 2010; Wellhauser & Belsham, 2014]。
従って、イヌにおいても不飽和脂肪酸による抗炎症作用が GPR120 依存的に引
き起こされる可能性があり [Bauer, 2011]、GPR120 の変異は炎症性疾患のリスク
因子ともなりうるのかもしれない。 
 ヒトの研究において Arg270His の多型が肥満者でより多く確認されているこ
と、および細胞発現系を用いた in vitro の研究結果から、この遺伝子変異が肥満
のリスクを高めることが推定されている。今回の研究でイヌの GPR120 遺伝子
を調べたところ、141 頭の全ての個体において 270 番目のアミノ酸はアルギニン
であり、ヒトと同様の変異は確認されなかった。一方、それとは別に 5 種類の同

















かった。ただし、c.446G>C（Gly149Ala）は 141 頭中に 3 頭ずつしか含まれてい
ないボルゾイとボーダ ・ーコリーのそれぞれ 2頭ずつから見つかっているので、
この 2 犬種の保有率が高い可能性が予想される。今後この 2 犬種について例数
を増やし、より詳細な解析を行う価値があるものと考えられた。 
 GPR120 の細胞外領域に位置する非同義置換 c.595C>A（Pro199Thr）は、犬種
に特定の傾向は見られなかったが、141頭中40頭と最大数の個体で確認された。
この SNP については統計解析に耐えるだけの例数が得られたので、異なる BCS
グループごとに遺伝子頻度を算出し、その比較を行った。その結果、この変異の






見つかったイヌ GPR120 の c.595C>A（Pro199Thr）はイヌの肥満リスクにおける
候補因子として有望と考えられる。この仮説を補強するには、より多くの症例を








































次に、141 頭の犬を対象に GPR120 の塩基配列の解析を行ったところ、5 種類
の同義置換と 4 種類の非同義置換を発見した。非同義置換の一つである
c.287T>G（Leu96Arg）はビーグルのみで見つかったことから、犬種特異的な変異


















 β3 アドレナリン受容体（Adrenoceptor beta 3, ADRB3）は、1989 年にヒトや齧
歯類からクローニングされたアドレナリン受容体のサブタイプの一つである 
[Dib et al., 1995]。ヒトの ADRB3 は β1 アドレナリン受容体（Adrenoceptor beta 1, 
ADRB1）や β2 アドレナリン受容体（Adrenoceptor beta 2, ADRB2）よりも C 末端
側のアミノ酸が少なく、それぞれに対して 51%と 46%の相同性を持つ [Belfer et 
al., 2005]。ADRB3 は脂肪細胞にほぼ限局的に発現し、脂肪分解に促進的に働く
ことが報告されている。受容体の分類上は G タンパク質結合受容体の 1 種であ
り、22 個から 28 個のアミノ酸で構成される 7 つの膜貫通領域と、細胞外および
細胞内領域にそれぞれ 3 つのループ構造を有している。ヒト ADRB3 の機能解析
研究では、細胞外第 2、第 3 ループはリガンド結合およびレセプター活性に、膜





 前章で解析した GPR120 とは対照的に、肥満のリスク因子として ADRB3 につ







ある研究報告によれば Trp64Arg の遺伝子頻度は一般的に 12%であるが、高体脂
肪率の集団に着目すると 43.8%とより高い割合で保有していることが判明して
いる [Yamakita et al., 2010]。ヒト ADRB3 遺伝子において翻訳領域の 189 番目の
塩基がチミンからシトシンに変異（c.189T>C）すると、受容体を構成する細胞内
領域の第 1 ループを構成する 64 番目のアミノ酸がトリプトファンからアルギニ
ンに変異（Trp64Arg）し、野生型のヒトより 1 日当たりの安静時代謝量が 200-
220 kcal 減少することが実験的に確かめられている。即ち、野生型に比べて過剰
なエネルギーを体脂肪として貯めやすく、肥満や糖尿病のリスク因子となるこ
とが示されている [Iemitsu et al., 2014; Mirrakhimov et al., 2011; Yoshida, 2006]。現
在、日本人の約 3 分の 1 がこの変異を保有することが知られており、専門の肥
満外来では食事指導の基礎データとして ADRB3 の遺伝子検査が実施されてい
る。 
 イヌの ADRB3 遺伝子はすでにクローニングされており、翻訳領域の全長が
1,218 bp であること、2 つのエクソン（1,196 bp の Exon 1 と 22 bp の Exon 2）か
ら構成されていることなどが知られている [Dib et al., 1995]。イヌ ADRB3 は他
種のものと同様、主に脂肪細胞に発現している。事実、CL316,243 や AJ9677 等
の ADRB3 特異的作動薬を犬に急性投与すると、脂肪分解が引き起こされ血中の





とも報告されている [Spaethling et al., 2016]。これらの方法は、イヌの新しい肥
満治療戦略として有望視されている。 
 一方、肥満のリスク因子としてのイヌ ADRB3 の遺伝子多型解析は、これまで
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行われてこなかった。ヒトの ADRB3 のようにイヌ ADRB3 の遺伝的多型が個体
の代謝レベル、さらには肥満リスクに関与するなら、ヒトと同様に遺伝子検査の
対象項目となりうる可能性がある。 
本章では、臨床現場で 160 頭の犬から得られたゲノム DNA を材料としてイ
ヌ ADRB3 の多型調査を行い、イヌにおける SNP の探索を実施した。SNP が見
つかった場合は、犬種ごとの遺伝子頻度、および肥満度の指標であるボディコ





























2. ゲノム DNA の抽出 
 全血 1 ml を採取後、直ちにエチレンジアミン四酢酸（EDTA）チューブに移
して抗凝固処理を行い、Flexi Gene DNA Kit（QIAGEN, Germany）を用いてゲノ
ム DNA を抽出した。即ち、15 ml 遠心チューブに界面活性剤を含む Buffer FG 1
を 2.5 ml と血液を 1 ml 添加して、上下に 5 回転倒混和後、2,000 g/21℃/5 分間
遠心した。上清をデカントして清潔な紙の上にチューブを転倒後 2 分間静置
し、DNA とタンパク質を含むペレットを得た。次に 0.5 ml の Buffer FG 2 と
Qiagen Protease 混合液にて得られたペレットを再懸濁し、迅速にペレットが均
一化されるまで攪拌後、65℃/10 分間インキュベートした。このとき、ゼリー
状の粘稠性のあるペレット残留物が存在した場合には、30 μl の Buffer FG 2 を
添加し再度攪拌してインキュベートした。サンプル中のタンパク質が分解さ
れ、色が赤からオリーブ色に変化したことを確認後、0.5 ml の 100％イソプロ
パノールを添加して上下に激しく振盪し、ゲノム DNA を抽出した。2,000 g/3 
で分間遠心後、上清を捨て、清潔な紙の上に静置した。ゲノム DNA を洗浄す
るため、0.5 ml の 70%エタノールを添加して 5 秒間攪拌し、2,000 g/3 分間で遠
心後、上清を捨て清潔な紙の上に転倒して 5 分間静置した。その後、液体が完
全に蒸発するまで、DNA を 5 分間空気乾燥させた。液体の蒸発後、Buffer FG 
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3 を 300 μl 加え、低速で 5 秒間攪拌し、65℃/ 1 時間から一晩インキュベート
して再懸濁した。回収したゲノム DNA は Nano Drop（Thermo Fisher Scientific, 
USA）を用いて吸光度を測定し、吸光度 260 nm および 280 nm で蛋白濃度およ
び純度を測定した。 
 
3. イヌ ADRB3 遺伝子の増幅と精製 
抽出した DNA を鋳型とし、イヌ ADRB3 遺伝子の翻訳領域を含む Exon 1 の上
流と Exon 2 の下流に設計したプライマー対（表 2-1、図 2-1）を用いて PCR 法を
実施した。反応液 50 μl 中の組成は以下の通りとした。即ち、鋳型 DNA を 2 μl、
2×MightyAmpTM Buffer を 25 μl、MightyAmpTM DNA Polymerase を 1 μl、プライマ
ーをそれぞれ 1 μl、Ultra Pure Water を 20 μl 添加した。PCR は 2 ステップ法を用
いて行った。反応条件は始めに熱変性を 98 ℃/1 分間、その後熱変性を 98 ℃/10 
秒間、アニーリングと伸長反応を合わせて 70 ℃/2 分 30 秒間を 26 cycle 繰り返
した。PCR 産物の純度を高めるため、得られた PCR 産物を鋳型としてさらに内
側に設計したプライマー対（表 2-1、図 2-1）による PCR を、同条件にて実施し
た（nested PCR）。2 度目の PCR で得られた PCR 産物を 1.5%エチジウムブロマ
イド添加アガロースゲルで電気泳動後、365 nm の紫外線下で観察した。目的の
配列が増幅できた場合、2,186 bp 付近にバンドを確認することができた（図 2-
2）。 
目的配列の増幅を確認した後、PCR Purification Kit (QIAGEN, Germany)を用い
て PCR 産物を精製した。すなわち、1.5 ml チューブで PCR サンプル 20 μl と
Buffer PBI (結合バッファー)100 μl を混和後、DNA 結合のためにカラムをセット
した 2 ml のコレクションチューブに全量アプライし、13,000 rpm/1 分間遠心操
作した。遠心後、廃液を棄て同じチューブ上にカラムを再度セットし、250 μl の
Buffer PE（洗浄バッファー）を添加し、13,000 rpm/30 秒間遠心操作した。新し
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い 1.5 ml チューブにカラムをセットし、20 μl の Buffer EB（溶出バッファー）を
カラムの中央に添加し、1 分間静置後、13,000 rpm/1 分間遠心操作し、精製 DNA
を回収した。 
 
4. ゲノムを用いたイヌ ADRB3 遺伝子の塩基配列解析 
イヌ ADRB3 遺伝子の塩基配列の解析のために、Big Dye Terminator v 1.1 Cycle 
Sequencing Kit（Applied Biosystems, Japam）を用いて Exon 部分全長をカバーする
ように 7 ヶ所のプライマーを設計し（表 2-2）、精製 DNA を鋳型として 1 本鎖
PCR を行った。反応液 10 μl 中の組成は以下の通りとした。PCR チューブに Ultra 
Pure Water を 5.5 μl、プライマー（1.6 pmol/μl）を 1.0 μl、5 x Big Dye Sequence 
Buffer を 1.5 μl、Big Dye Terminator を 1.0 μl 添加した。反応条件は始めに 96℃/1 
分間、その後 96℃/10 秒間、50℃/5 秒間、60℃/4 分間を 35 cycle 繰り返し、最
後に 4℃で維持した。塩基配列の解析は、GPR120 と同様に外部委託（Eurofins 
Genomics, Japan）で実施した。 
 
5. イヌ ADRB3 遺伝子の多型解析 
160 頭の犬の全血から抽出したゲノム DNA 検体を材料にイヌ ADRB3 の塩基
配列を解析し、ゲノムデータベース上に記録されているイヌ ADRB3 遺伝子の
塩基配列と比較した（NM_001003377.1）。SNP が見つかった場合は記録し、各









表 2-1 イヌ ADRB3 遺伝子の解析に用いたプライマーの塩基配列 
名称  塩基配列 (5’-3’)    PCR 産物 (bp) 
First-Fwd CGGCTCGGTGAGACTATTGG   2,496 
First-Rev TCGGAGTCCCCATTAGCTTT 
Nest-Fwd  CTCCTCGGGAAGATGGCTCA   2.186 
Nest-Rev  GAGCAGGCTGCTGGGTACTT                            
 Fwd：上流側、Rev：下流側 






図 2-1 イヌ ADRB3 遺伝子増幅に用いたプライマーの設計位置 
 1 段階目の PCR に使用するプライマー対（First-Fwd,Rev）は、スプライシング
後の翻訳領域を挟むようにイントロン上に設計した。Nested PCR のためのプラ
イマー対（Nest-Fwd,Rev）は、それぞれ First プライマーの内側のイントロン上
に設計し、2 つの Exon とそれらに挟まれるイントロン領域を一度に増幅する配




        
 
図 2-2 Nested PCR によって増幅したイヌ ADRB3 の PCR 産物 
 イヌ全血（白血球）から抽出したゲノム DNA を鋳型として、イヌ ADRB3
遺伝子の全翻訳領域を含む 2 つのエクソン領域を nested PCR 法によって増幅し














表 2-2 イヌ ADRB3 遺伝子一本鎖 PCR プライマーの塩基配列 
対象   塩基配列 (5’-3’)        
Exon 1     CGGCTCGGTGAGACTATTGG,  GAGCATCACCAGAAGCGGAA 
           ACCCCACCTTATCCTACCGA,  CGTCTCCAACCCCACCTTAT 
           GGCCACGATGACCAGCAGGT,  TGGCCAGCGACGTCACGAAC 


























1. イヌ ADRB3 遺伝子の遺伝子解析 
 160 頭の犬を対象に ADRB3 遺伝子の多型解析を行い、得られた塩基配列を
NCBI データベース上のイヌ ADRB3 遺伝子情報と比較した。その結果、アミノ
酸変異の無い同義置換が 5 種類とアミノ酸変異を伴う非同義置換が 7 種類の合
計 12 種類の SNP が確認された。各遺伝子多型が見られた頭数や遺伝子頻度の
詳細を表 2-3 に、エクソン上の存在部位の概略を図 2-3 にそれぞれ示した。ま











2. イヌ ADRB3 遺伝子多型の犬種別解析 







り、ホモ個体が 2 頭、ヘテロ個体が 1 頭で遺伝子頻度は 0.016 であった。
c.749C>T（Ser250Phe）は統計学的に肥満しやすいとされるヨークシャー・テリ
アやミニチュア・ダックスフント、ビーグルなどを含む 8 犬種で検出され、そ
の内訳はホモ個体が 12 頭でヘテロ個体が 48 頭、全体の遺伝子頻度は 0.194 で
あった。c.758C>G（Ala253Gly）は 4 犬種で確認され、ホモ個体が 3 頭、ヘテ
ロ個体が 2 頭で全体の遺伝子頻度は 0.025 であった。c.1121C>G（Pro374Arg）
は 5 犬種で確認され、ホモ個体 11 頭、ヘテロ個体 5 頭で全体の遺伝子頻度は
0.053 であった。 
c.1184C>A（Pro395Gln）の変異はキャバリアとラフ・コリーを除く 17 犬種で
確認され、ホモ個体 104 頭、ヘテロ個体 15 頭と今回調べた中で約 7 割の個体
で確認され、全体の遺伝子頻度は 0.697 であった。 
 
3.  イヌ ADRB3 遺伝子の肥満度別多型解析 
 遺伝子頻度が他の SNP に比べて高かった c.749C>T（Ser250Phe）、c.1121C>G
（Pro374Arg）の 2 種類の SNP に着目して、BCS 別に遺伝子頻度を算出、比較
した。c.749C>T（Ser250Phe）の遺伝子頻度は、BCS=2 の低体重群で 0.066、
BCS=3 の健常犬群で 0.175、BCS=4 または 5 の肥満群で 0.405 と、BCS の高い
集団で遺伝子頻度がより高く、SNP c.749C>T における C と T の遺伝子頻度間
の比較、統計解析により健常群と肥満群の間に有意差（p=0.0001）が存在した
（表 2-5）。一方、c.1121C>G（Pro374Arg）の遺伝子頻度は、BCS=2 の低体重群
で 0.300、健常群で 0.072、肥満群で 0.048 と、BCS の低い集団で遺伝子頻度が






表 2-3. イヌ ADRB3 多型解析で検出された遺伝子多型 (n=160) 
    変異      頭数   
  遺伝子  アミノ酸 ヘテロ ホモ 遺伝子頻度  
同義置換 c.39G>T    -   0  1   0.006 
  c.81G>A    -   0  1   0.006 
  c.432C>G    -   0  6   0.038 
  c.759C>G    -   0  1   0.006 
  c.853C>T    -   0 10   0.063   
非同義置換 c.110T>G Val37Gly  0  1   0.006 
  c.220G>A Val74Met  0  1   0.006 
  c.511G>A Ala171Thr  1  2   0.016 
  c.749C>T Ser250Phe 48 12   0.194 
  c.758C>G Ala253Gly  2  3   0.025 
  c.1121C>G Pro374Arg  5 11   0.055 





図 2-3 イヌ ADRB3 多型解析で検出された変異のエクソン上の位置 








アミノ酸 No.  62 63 64 65 66  
        
ヒト (WT) － ATC GCC TGG ACT CCG － 
  Ile Ala Trp Thr Pro  
        
ヒト (OB)  － ATC GCC CGG ACT CCG － 
  Ile Ala Arg Thr Pro  
        
イヌ (WT) － ATC GCT CGG ACG CCA － 
  Ile Ala Arg Thr Pro  
 
 
図 2-5 ADRB3 一次構造における 64 番目のアミノ酸の種間比較 
 ヒトで肥満リスクに関与するとされるADRB3のTrp64Arg変異部位について、




























表 2-5 イヌ ADRB3 の非同義置換 c.749C>T (Ser250Phe)の肥満度別遺伝子頻度 
BCS  頭数  c/c  c/t t/t t の遺伝子頻度  
4 および 5  42 15  20  7   0.405* 
3  103 72  26  5   0.175 
2   15  13   2  0   0.066   
*, p<0.0001 vs BCS=3 
 
 
表 2-6 イヌ ADRB3 の非同義置換 c.1121C>G (Pro374Arg)の肥満度別遺伝子頻度 
BCS  頭数  c/c  c/g g/g g の遺伝子頻度  
4 および 5  42 39   2  1   0.048 
3  103 95   1  7   0.072 
2   15  10   1  4   0.300*  





















ADRB3 の Trp64Arg の変異が肥満者に多く見られ、細胞発現系を用いた in vitro
の実験データからもこの SNP が肥満のリスクを高めることが推定されている。






 今回、イヌの ADRB3 遺伝子において 5 種類の同義置換と 7 種類の非同義置
換が発見された。同義置換ではアミノ酸が変異しないため、表現形への影響は
可能性が低い。そこで本研究では、非同義置換の多型に注目して以後の検討を
















性が高い。事実、同様の極性変化はヒト ADRB3 遺伝子の Trp64Arg の変異にお










 前章の GPR120 と同様に、イヌ ADRB3 についても一部の犬種に特定の SNP
が蓄積している可能性について検討した。まず、c.110T>G（Val37Gly）、
c.220G>A（Val74Met）、c.511G>A（Ala171Thr）の 3 つの変異は、いずれも 1-2
頭からしか見つかっておらず臨床的意義について検討することはできなかっ









はチワワにおいて 8 頭中 8 頭全てからホモとして見つかっているので、チワワ
に高率に集積している可能性は考えられる。 
 イヌ ADRB3 多型と肥満度との関係は、c.749C>T（Ser250Phe）と c.1121C>G
（Pro374Arg）の 2 つの SNP で統計解析まで行うことができた。その結果、























低体重群で、それぞれ遺伝子頻度が有意に高かった。この 2 つの SNP は肥満リ
スクの候補因子と考えられるが、実際の動物の代謝には遺伝因子以外に食事や
運動などさまざまな環境因子が含まれる。ヒトの研究で行われたような細胞発




























160 頭の犬を対象に ADRB3 の塩基配列の解析を行ったところ、5 種類の同義
置換と 7 種類の非同義置換を発見した。非同義置換の一つである c.1184C>A
（Pro395Gln）は、チワワに高率に集積している可能性が示唆された。また、
c.749C>T（Ser250Phe）が肥満群で、c.1121C>G（Pro374Arg）が低体重群で、そ


























響を確かめるためには、細胞発現系を用いた in vitro の研究が必要である。 
 第 2 章で検討した ADRB3 は、アドレナリンやノルアドレナリンなど、β アド
レナリン受容体の作動薬によって活性化される。脂肪細胞膜上に位置する
ADRB3 は、これらの作動薬が結合すると細胞内でアデニレートシクラーゼ
（adenylate cyclase, AC）を活性化し、活性化した AC は ATP を分解して環状 AMP




遊離脂肪酸濃度が上昇するので、ヒトやマウスと同様に ADRB3 の下流では AC
による cAMP の産生経路が働いているものと考えられる。 
 ヒト ADRB3 遺伝子の Trp64Arg 遺伝子変異においては、この遺伝子変異を含
む発現ベクターを用いて細胞に変異型の ADRB3 を発現させ、受容体機能を解析





ある。その結果、Trp64Arg の変異を持つヒト ADRB3 は cAMP の生成能が低下
していることが明らかにされ、疫学データが分子レベルでも証明されているわ
けである。この手法は他の動物種にも応用可能なものであり、我々が発見したイ
ヌ ADRB3 変異体の機能解析においても有効と考えられた。 
 本章では、第 2 章でイヌ ADRB3 遺伝子において肥満との関係が疫学的に示さ
























1. イヌ ADRB3 変異遺伝子の増幅 
第 2 章で肥満との関連が推察されたイヌ ADRB3 変異体の機能解析を行うた
め、まず発現ベクターの中心部となる各変異体の翻訳領域を増幅した。野生型
（wild type, WT）および c.749C>T（Ser250Phe）、c.1121C>G（Pro374Arg）、c.1184C>A
（Pro395Gln）の 3 つの変異をそれぞれ単独で含む犬から抽出したゲノム DNA
を鋳型として、ADRB3 遺伝子を PCR にて増幅した。プライマーは翻訳領域全長
を含むとともに、上流側には Xho1 の制限酵素配列、下流側には Exon-2 の全配
列と EcoR1 の制限酵素配列を付加し、後の作業で制限酵素による切り出しが可
能なように設計した（表 3-1）。ちなみに上記 4 つのイヌ ADRB3 遺伝子塩基配列
は、いずれもこの 2つの制限酵素サイトを含まないことを事前に確認している。
PCR は 98.0℃/ 10 秒間 、70.0℃/ 120 秒間を 30 cycle の条件で行い、電気泳動に
て増幅バンドを確認した（図 3-1）。 
 
2. 変異遺伝子増幅産物の TA クローニング 
TA クローニングのため、PCR 産物へのアデニン付加（A 付加）を行った。使
用した試薬は 10xA-attachment MIX（TOYOBO, Japan）で、60℃/20 分間で反応さ
せた。A 付加後、pGEM T-Easy Vector（TOYOBO, Japan）へのライゲーションを
行った（図 3-2）。即ち、1 サンプルにつき同キットに含まれる 2×Rapid buffer を
5 μl と PCR 産物を 2 μl、pGEM T-Easy Vector を 1 μl、T4 DNA Ligase を 1 μl、精
製水を 1 μl で混和し、軽くタッピングして 1 時間室温で反応させた。次に、各
ライゲーション産物を用いて大腸菌の形質転換を行った。氷上でコンピテント
セル（DH5α, TaKaRa, Japan）を 1.5 ml チューブに 10 μl ずつ分注し、ライゲーシ
ョン産物をチューブに 2 μl 加え 30 分間氷上にて静置した。次にウォーターバス
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で 42.0℃/ 30 秒間加温し、再度氷上で 2 分間静置した。 
形質転換の後、各チューブに 37℃で加温しておいた SOC Medium を 100 μl ず
つ添加し 1 時間振盪培養を行った。1 時間後にアンピシリン添加 LB 寒天培地
に培養した産物を全量添加し、培地全体に広げた。36.5℃/18 時間で一晩培養し
た後、pGEM T-Easy に含まれる M13 配列の Primer 対を用いてインサートチェッ
クを行った。電気泳動でインサートによるバンドを確認した後に、0.001%アンピ
シリン添加 LB 液体培地 5 ml にて一晩同条件にて培養を行った。 
培養した大腸菌から、FastGene Plasmid DNA mini kit（日本ジェネティクス株式
会社, Japan）を用いてプラスミド DNA を抽出した。即ち、培養液を 10,000 rpm/2 
分間で遠心した後に上清を除去し、プラスミドのペレットに mP1 を 200 μl 加え
てボルテックスを行い、mP2 を 200 μl 加えて転倒混和し、2 分間静置した後に
mP3 を 300 μl 加えた。13,000 rpm/5 分間で遠心した後に上清をカラムへ分注し、
13,000 rpm/30 秒間で遠心した。廃液を除去し、mP4 を 400 μl 加えて 13,000 rpm/30 
秒間で遠心した。再度廃液を除去し、mP5 を 600 μl 加えて 13,000 rpm/30 秒間で
遠心した。もう一度廃液を除去し、13,000 rpm/2 分間で遠心してカラムから水分
を完全に除去した。最後に mP6 を 100 μl 加え、室温で 2 分間静置した後に、





大腸菌から抽出した変異遺伝子を含む 4 種類のプラスミド DNA を、制限酵素
である Xho1 および ExoR1 で切断した。即ち、多型ごとに 10×Hi Buffer を 4 μl と




切り出し後、HA タグが付いた発現ベクターである pMACS-HA-(C)（Miltenyl 
Biotech, Germany）へライゲーションし（図 3-3）、TA クローニングと同様の手順
で大腸菌への形質転換を行った。36.5℃/18 時間で一晩培養した後、M13 配列の
プライマー対を用いてインサートチェックを行った（表 3-1）。電気泳動にてイ
ンサートが確認されたコロニーの菌を 0.001%アンピシリン添加 LB 液体培地 5 
ml に接種し、1 時間振盪培養を行った。続いて、0.001%アンピシリン添加 LB 液
体培地を 100 ml を添加した滅菌 500 ml 三角フラスコに、振盪培養した培養液を
100 μl 添加して一晩振盪培養した。培養した大腸菌から、Nucleo bond plasmid Midi
（Macherey Nagel, Germany）を用いて発現用プラスミド DNA を抽出、精製した。
即ち、培養液を 50 ml 遠心管に移し 6,000 g/10 分間で遠心しプラスミドペレット
を回収、バッファーRES＋RNase A を 8 ml 添加してボルテックをかけ、ペレッ
トを再懸濁した。次にバッファーLYS を 8 ml 懸濁液に加えて 5 回転倒混和し、
室温で 5 分間インキュベートした。カラムおよびカラムフィルターをバッファ
ーEQU 12 ml でプレウェットし、懸濁液にバッファーNEU を 8 ml 加えて 15 回
転倒混和し、カラムフィルターへ添加した。懸濁液がカラムを通過したのを確認
してからバッファーEQU を 5 ml 加え、カラムおよびカラムフィルターを洗浄し
た。カラムフィルターを廃棄しバッファーWASH を 8 ml 加えてカラムを洗浄し
た。DNA 回収用に新しい 50 ml 遠心管にカラムをセットし、バッファーELU を 
5 ml 加えプラスミド DNA を溶出した。回収したプラスミド溶液に 99.5%イソプ
ロパノールを 3.5 ml 加え、ボルテックスした後に 2 分間室温でインキュベート
し、さらに 15,000 g/30 分間で遠心して上清を除去した。ペレットに 70%エタノ






4. イヌ ADRB3 タンパク質の細胞発現 
 イヌ ADRB3 タンパク質を発現させるため、細胞導入ベクターの調整を行っ
た。即ち、Opti-MEM 培地（Thermo-Fisher Scientific, USA）200 μl に対して FuGENE 
HD（Promega, Japan）を 16 μl、プラスミド DNA を 100 ng 添加し、軽くタッピン
グした後 15 分間静置した。細胞導入ベクターをコンフルエントに増殖したヒト
胎児腎細胞由来（HEK）293T 細胞に加え、48 時間培養した後に培養上清を除去、
PBS にて細胞を回収した。回収した細胞から RIPA Buffer（Nacalai Tesque, Japan）
を用いてタンパク質を抽出した。即ち、1 サンプルにつき 10×RIPA IB を 15 μl と
10×SDS-EDTA を 15 μl、精製水を 120 μl で混和し、細胞を PBS で 2 回洗浄した
後に氷上に設置した。洗浄した各 well に RIPA IB を 150 μl 加え、細胞を懸濁し
て 1.5 ml チューブへ移した。氷上で 10 分間インキュベートし、4℃/15,300 g/10 
分間で遠心した。上清を回収し、タンパク質溶液とした。 
 
5. イヌ ADRB3 タンパク質の発現解析 
 発現細胞から抽出した ADRB3 タンパク質を解析するため、TGS Buffer に浸し
た SDS PAGE の各 well に抽出したタンパク質を 10 ng 添加し、200 V で 40 分間
泳動した。ゲルをプレートから外し Transfer buffer にて 10 分間振盪させゲルの
タンパク質を固定した。Blotting buffer に浸したハイブリバックファード（メン
ブレン）と PVDF を用いて、0.18 A 未満の電流で 30 分間かけメンブレンにタン
パク質を転写した。メンブレンを 1×TBS-1%TWEEN へ浸透させた後にブロッキ
ング溶液で 1 時間振盪した。15 ml 遠沈管で 0.1%ウサギポリクローナル ADRB3
抗体（Abbiotec, Japan）およびマウスモノクローナル HA 抗体（Abboptec, Japan）







した Mock、野生型 ADRB3 を発現させた WT、Ser250Phe、Pro374Arg、Pro395Gln
の各 ADRB3 変異体を発現させた細胞の計 5 種類であった。また、陽性対象とし
て全ての検体において β-actin タンパクの検出を行った。検出にはマウスポリク
ローナル β-actin 抗体（Abbiotec, Japan）を使用した。 
 
6. イヌ ADRB3 遺伝子変異による受容体機能解析 




性コントロール（Mock）、WT、Ser250Phe、Pro374Arg、Pro395Gln の 5 系統とし
た。受容体を発現させた細胞はまず 1×PBS で 2 回洗浄した後に血清除外細胞乖
離バッファーである Opti-MEM を 2ml ずつ加え、37℃/5%CO2 /1 時間でインキュ
ベートした。Opti-MEM を除外した後に 1×HBSS にて洗浄し、細胞を回収した。




IBMX および RO20-1724 をそれぞれ最終濃度が 1 mM となるように細胞懸濁液
（10,000 個/well/50 µl）の中に加え、室温で 30 分間反応させた。反応後、Cyclic 






表 3-1 イヌ ADRB3 機能解析試験に用いたプライマーの塩基配列 
名称  塩基配列 (5’-3’)    PCR 産物 (bp)  
pMACS-Fwd CGGCTCGGTGAGACTATTGG    1,228 
pMACS -Rev CCCAGCGCTCGACGGCGTCAGCGGGAATTCAAA 
pMACS-HA-F  GACATCGATTCGCGTACGC 




      
 
図 3-1 発現ベクター作製用プライマーで増幅したイヌ ADRB3 の PCR 産物 
 イヌ ADRB3 遺伝子の全翻訳領域を、両端に制限酵素部位を含むフラグメント









          
 
 
図 3-2 制限酵素を付加したイヌ ADRB3 遺伝子の TA クローニング 
 イヌ ADRB3 翻訳領域の 5’側に Xho1、3’側に EcoR1 の制限酵素部位をそれぞ










            
 
 
図 3-3 イヌ ADRB3 遺伝子の発現ベクターへの挿入 
 制限酵素部位を付加したイヌ ADRB3 遺伝子配列を pGEM ベクターから
Xho1 および EcoR1 を作用させて切り出し、発現ベクターである pMACS-HA の
制限酵素部位に挿入した。pMACS-HA には HA タグが含まれ、ADRB3 タンパ














4）。その結果、マウスモノクローナル HA-tag 抗体を用いた解析では ADRB3 遺
伝子をベクターへ組み込まなかった Mock の細胞抽出物を除き、ADRB3 遺伝子
をベクターへ組み込んだ WT および 3 種の変異蛋白全てにおいて ADRB3 の分
子量に相当する 37 kDa 付近に明瞭なバンドが観察された。一方、ウサギポリク




2. イヌ ADRB3 遺伝子変異が受容体機能に及ぼす影響 
 野生型（WT）および各変異型のイヌ ADRB3 タンパク質を発現させた細胞に、
アドレナリン（Adr）、ノルアドレナリン（NAdr）、CL316,243、IBMX、RO 20-1724
を作用させたときの cAMP 産生量を比較した（図 3-5）。 
 その結果、まず空ベクターを含む陰性コントロールの Mock の系では、全ての
刺激において cAMP の産生は確認されなかった。次に、薬物を添加していない
blankおよび cAMP産生に抑制をかけた陰性コントロールの IBMXと RO20-1724
刺激下でも、全ての解析系で cAMP の産生が確認されなかった。 
 イヌ ADRB3 を発現している細胞を Adr（1 mM）で刺激すると、全ての細胞で
cAMP の産生が確認された。測定値は WT が 22.6 pmol/µl、c.749C>T（Ser250Phe）
が 16.2 pmol/µl、c.1121C>G（Pro374Arg）が 24.1 pmol/µl、c.1184C>A（Pro395Gln）
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が 10.8 pmol/µl であった。 
 イヌ ADRB3 を発現している細胞を NAdr（1 mM）で刺激すると、全ての細胞
で cAMPの産生が確認された。測定値はWTが 21.9 pmol/µl、c.749C>T（Ser250Phe）
が 17.2 pmol/µl、c.1121C>G（Pro374Arg）が 23.2 pmol/µl、c.1184C>A（Pro395Gln）
が 13.0 pmol/µl であった。 
 イヌ ADRB3 を発現している細胞を CL316,243（1 mM）で刺激すると、全ての
細胞で cAMP の産生が確認された。測定値は WT が 21.9 pmol/µl、c.749C>T
（Ser250Phe）が 16.3 pmol/µl、c.1121C>G（Pro374Arg）が 23.2 pmol/µl、c.1184C>A
























図 3-4 ウェスタンブロット法によるイヌ ADRB3 タンパク質の発現解析 










図 3-5 イヌ ADRB3 変異体のアドレナリン作動薬に対する反応解析 
 HEK293T 細胞にイヌ ADRB3 遺伝子（WT および変異体 3 種）を含む発現ベ
クターを導入して ADRB3 を発現させ、アドレナリン（1 mM）、ノルアドレナ


























難な状況が少なくない。今回得られたデータは、この抗 HA-tag 抗体が ADRB3
に限らずこのベクターを用いた細胞発現試験でユニバーサルに利用可能である
可能性を示している。 




た。まず、Mock ではいずれの薬物で刺激したときも cAMP が検出できなかった
ので、反応が得られた系では発現タンパクが AC 機能に関与していると推察さ
れる。また、IBMX と RO20-1724 はホスホジエステラーゼ阻害薬であり、cAMP




 ADRB3 の作動薬として作用する Adr、NAdr および CL316,243 は、いずれも
ADRB3 発現細胞において cAMP の産生反応を誘導した。また、その際の cAMP
産生量は、いずれの作動薬においても変異体ごとにほぼ同様の傾向であった。即
ち、WT と比較して c.749C>T（Ser250Phe）は約 2 割から 3 割の減少傾向を、
c.1121C>G（Pro374Arg）は差が無いかあるいはごく僅かな上昇傾向を、c.1184C>A











































 肥満リスクへの関与が推測されるイヌ ADRB3 の変異体について、細胞発現系
を用いた in vitro の実験を行って受容体機能を評価し、第 2 章で得られた疫学デ
ータが分子レベルの知見に合致するかを検証した。まず、発現ベクターを用いて





産生される cAMP 量を指標に評価した。その結果、WT に比べて c.1121C>G
（Pro374Arg）と c.1184C>A（Pro395Gln）で cAMP の産生量が減少する傾向が認
められた。これらの変異体は生体内でも受容体機能を低下させる可能性があり、

























る可能性のある SNP について明らかにした。次に、候補となった SNP を対象に
細胞発現系を用いた in vitro の実験を行い、表現型への影響を検証した。 
第 1 章では、候補遺伝子の一つとして GPR120 に着目し、多型解析を行って肥
満との関係を考察した。GPR120 は中鎖および長鎖脂肪酸をリガンドとする脂肪
酸受容体の一種であり、ヒトでは Arg270His 変異が肥満リスクとなることが疫
学調査および in vitro 実験の両方で示されている。イヌ GPR120 について調べた
ところ、塩基配列やアミノ酸配列および組織発現分布がヒトやマウスと似通っ
ており、イヌ GPR120 は他の動物種と同様の機能を持つ可能性が示された。次
に、141 頭の犬を対象に遺伝子多型調査を行ったところ、5 種類の同義置換と 4
種類の非同義置換を発見した。非同義置換の一つである c.287T>G（Leu96Arg）
はビーグルのみで見つかったことから、犬種特異的な変異である可能性が示さ









ったところ、5 種類の同義置換と 7 種類の非同義置換を発見した。非同義置換の
一つである c.1184C>A（Pro395Gln）は、チワワに高率に集積している可能性が
示唆された。また、c.749C>T（Ser250Phe）が肥満群で、c.1121C>G（Pro374Arg）
が低体重群で、それぞれ遺伝子頻度が有意に高かったことから、この 2 つの SNP
はイヌの肥満リスクに関与する可能性が示された。 
 第 3 章では、肥満リスクへの関与が推測されたイヌ ADRB3 の変異体につい
て、細胞発現系を用いた in vitro の実験を行って受容体機能を評価した。発現ベ








 以上の結果より、GPR120 と ADRB3 はともにイヌの肥満関連遺伝子である可
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Obesity is a condition that the energy intake exceed energy expenditure, and excessive 
fat is accumulated to white adipose tissues. Two kinds of factors are related to obesity, 
such as environmental and genetic factors. Environmental factors includes daily lifestyle 
such as dietary habits and exercise quantity. Genetic factors depend on genetic 
polymorphism which influences the metabolism.  As obesity-related genes in human 
beings, uncoupling proteins (UCPs), leptin, leptin receptors, beta-2 and beta-3 adrenergic 
receptors (ADRB3) genes have been reported. Recent years, G protein-coupling receptor 
120 (GPR120) has been added to the list.  
GPR120 is a fatty acid receptor relating to hormonal secretory functions such as 
glucagon-like peptide-1 and cholecystokinin. Gene polymorphisms are reported in human 
GPR120, especially the His270Arg mutant is functionally related to obesity. GPR120 is 
expressed in the lung, jejunum, ileum, colon, hypothalamus, hippocampus, spinal cord, 
bone marrow, skin and white adipose tissue in rodents and humans. 
ADRB3 is a subtype of adrenergic receptors, which is expressed mainly in adipocytes. 
When adipocytes were stimulated with adrenergic agonists, acyl-glycerol would be 
broken down into glycerol and fatty acids, then causes heat production. In humans with 
Trp64Arg mutated ADRB3, the resting metabolism decrease by 200-220 kcal compared 
to wildtype people, and that increases risks of obesity and diabetes. 
In veterinary medicine, obesity is the most common nutritional disorder as in human 
medicine. Epidemiological studies have revealed that one third or fourth of dogs are 
overweight or obese in developed countries. Furthermore, Obesity is a risk factor of 
pancreatitis, hyperlipidemia and arthritis in dogs. However, there is no report 
investigating obesity-related genes in dogs. In the present study, we focused on two 
candidate genes, such as GPR120 and ADRB3, and analyzed the relationship between 
their genetic polymorphism and body condition scores in dogs. 
We have searched for SNPs of GPR120 (chapter 1) and ADRB3 (chapter 2) in client-
owned dogs, and investigated the relationship between their gene frequency and body 
condition scores. In Chapter 3, we have developed a cell expression system which 









Chapter 1: Analyses of canine GPR120, a possible obesity-related gene in dogs. 
  GPR120 is a member of the free fatty acid receptor family, which assumes long chain 
and unsaturated fatty acids as ligands. Fatty acids are not only energy source as substrates 
of beta-oxidation, but also signaling molecules in various cellular functions. It is reported 
that GPR120-deficient mice have developed obesity with fatty liver and insulin 
intolerance following a high fat diet feeding. In human GPR120 studies, higher gene 
frequency of the Arg270His mutant is detected in obese people, and the signaling function 
is attenuated, so this mutant is thought to be a risk factor of obesity. 
In this chapter, we have cloned canine GPR120 cDNA and revealed the molecular 
nature. We have explored single nucleotide polymorphisms (SNPs) of GPR120 in 141 
patient dogs’ genome DNA, and investigated the relationship with obesity. Focus is on 
finding the candidate obesity-related genetic variations of cGPR120. 
Cloned canine GPR120 consisted of 1,086 bases including ORF. Furthermore, canine 
GPR120 was 84-95 % identical to those of the human, mouse, rat, cat, horse, pig, and 
white bear. They were comprised of 361 amino acids, and the homology of the amino 
acid sequences were 78-96%. The highest identity was found to cats, and the lowest to 
rats. Tissue distribution analysis revealed that canine GPR120 was expressed in the lung, 
jejunum, ileum, large intestine, hypothalamus, ippocampus, spinal cord, bone marrow, 
skin, and adipose tissue. 
We have analyzed GPR120 genomic sequences of 141 dogs, and found 5 synonymous 
and 4 non-synonymous SNPs. Gene frequencies of c.287T>G (Leu96Arg) variant was 
0.125 in all dogs (n=141) and 0.500 in beagle dogs (n=36). The variant c.595C>A 
(Pro199Thr) was detected in 40 of 141 dogs tested, and the gene frequency was 
significantly higher in overweight and obese dogs than that in normal dogs (p=0.022). 
The purpose of this chapter was to discover the genetic variants of canine GPR120 as 
candidate obesity-related genes. We have cloned canine GPR120 cDNA, and revealed the 
tissue distribution according to rodents and human studies. We have found 4 non-
synonymous SNPs, especially the gene frequency of c.595C>A (Pro199Thr) was 
significantly higher in overweight and obese dogs suggestive of that the variant is a 











Chapter 2: Analyses of canine ADRB3, a possible obesity-related gene in dogs. 
Beta 3-adrenergic receptor (ADRB3) is a subtype of adrenergic receptors, which has a 
seven times transmembrane structure and G protein-coupling structure expressed mainly 
in the white adipose tissue. When adipocytes were stimulated with adrenergic agonists, 
acyl-glycerol would be broken down into glycerol and fatty acids, then causes heat 
production. In human beings, when the 189th base of the ADRB3 gene mutates from 
thymine to cytosine, the 64th amino acid constituting ADRB3 mutates from tryptophan 
to arginine. In this mutant, the resting metabolism decrease by 200-220 kcal compared to 
wildtype people, and that increases risks of obesity and diabetes. 
In this chapter, we have explored single nucleotide polymorphisms (SNPs) of ADRB3 
in 160 patient dogs’ genome DNA, and investigated the relationship with obesity. Focus 
is on finding the candidate obesity-related genetic variations of ADRB3. 
We have analyzed ADRB3 genomic sequences of 160 dogs, and found 5 synonymous 
and 7 non-synonymous SNPs. Gene frequency of c.749C>T (Ser150Phe) was 0.194, 
detected in 13 dog breeds including Yorkshire terrier and Miniature dachshund which are 
reported easy to grow fat, and it was significantly higher in overweight and obese dogs 
than that in normal dogs (p=0.0001). Gene frequency of c.1121C>G (Pro374Arg) was 
0.053, detected in 7 dog breeds including Yorkshire terrier and Miniature dachshund, and 
it was significantly higher in underweight dogs than that in normal dogs (p=0.0001). Gene 
frequency of c.1121C>G (Pro374Arg) and c.1184A>C (Pro395Gln) were 0.053 and 0.697, 
detected in 7 and 17 dog breeds, respectively. 
The purpose of this chapter was to discover the genetic variants of canine cADRB3 as 
candidate obesity-related genes. We hve found 7 non-synonymous SNPs, especially the 
gene frequency of c.749C>T (Ser150Phe) was significantly higher in overweight and 
obese dogs, and that of c.1121C>G (Pro374Arg) was significantly higher in underweight 















Chapter 3: Development of a cell expression system of canine ADRB3 variants, and 
their functional analyses. 
In chapter 2 and 3, we have discovered candidate obesity-related variants in canine 
GPR120 and ADRB3 genes, but the data depend on epidemiological research and 
functions of the receptors have not ever been demonstrated. In human ADRB3, in vitro 
studies using a cell expression system of Trp64Arg variants have been performed and it 
was revealed that this mutation induces attenuated intracellular cyclic AMP production. 
Moreover, metabolic rates in humans with this mutation decreased by 200 kcal compared 
to those with wild type (WT) variants based on in vivo studies. Also in the present study, 
it is the next step to analyze functions of these mutants if they cause changes in 
metabolism 
 In this chapter, we have developed a cell expression system of ADRB3 variants (WT, 
Ser150Phe, Pro374Arg, Pro395Gln and empty) with HA-tags and demonstrated 
functional analyses by reference to human studies. Western blotting analyses using anti 
HA tag antibody detected ADRB3 proteins in 4 mutants (WT, Ser150Phe, Pro374Arg, 
Pro395Gln), but not in the mock one.  
Subsequently, we have stimulated these cells with adrenergic agonists (adrenaline, 
noradrenaline, CL316,234, IBMX and RO20-1724) for 30 minutes and measured 
intracellular cAMP concentrations. Adrenaline, noradrenaline and CL316,234 induced 
cAMP production in the cells expressing ADRB3, but not in the mock mutants. Amounts 
of produced cAMP were tended to be lower in the Ser150Phe and Pro395Gln mutants 
compared to WT, but not in the Pro374Arg mutant. 
The purpose of this chapter was to develop a cell expression system of ADRB3 variants, 
and analyze the difference in their functions. The Ser150Phe and Pro395Gln variants 
showed attenuated intracellular cAMP production when they were stimulated with 
adrenergic agonists, suggestive of that these mutations may decrease metabolic rates and 















   We have analyzed GPR120 and ADRB3 as candidate obesity-related genes in dogs. 
Gene frequency of c.595C>A (Pro199Thr) variant of GPR120 was significantly higher in 
overweight and obese dogs than that in normal dogs. Gene frequency of c.749C>T 
(Ser150Phe) variant of ADRB3 was significantly higher in overweight and obese dogs, 
and that of c.1121C>G (Pro374Arg) was significantly higher in underweight dogs than 
that in normal dogs. Cell expression studies of ADRB3 variants have revealed that 
Ser150Phe and Pro395Gln mutants caused decrease in adrenergic agonists-induced 
intracellular cAMP production. These variants may be obesity-related mutations. 
Considering these variants as gene test items and utilizing the results for nutritional 



























Obesity is a condition that the energy intake exceeds energy expenditure, and 
excessive fat is accumulated in white adipose tissues. Many kinds of genes are reported 
as obesity-related genes in rodents and human beings, however, there is no report about 
that in dogs. In the present study, we focused on the G-protein coupled receptor (GPR) 
120 and beta-3 adrenergic receptor (ADRB3) as representative ones, and analyzed the 
relationship between their genetic polymorphism and body condition scores in dogs. 
In chapter 1, we cloned canine GPR120 cDNA and revealed the tissue distribution. 
We have analyzed GPR120 genomic sequences of 141 dogs, and found 5 synonymous 
and 4 non-synonymous SNPs. Gene frequency of c.595C>A (Pro199Thr) was 
significantly higher in overweight and obese dogs than that in normal dogs. 
In chapter 2, We have analyzed ADRB3 genomic sequences of 160 dogs, and found 5 
synonymous and 7 non-synonymous SNPs. Gene frequency of c.749C>T (Ser150Phe) 
was significantly higher in overweight and obese dogs than that in normal dogs. 
Furthermore, gene frequency of c.1121C>G (Pro374Arg) was significantly higher in 
underweight dogs than that in normal dogs. 
In chapter 3, we have developed a cell expression system of the cADRB3 mutants. 
Three kinds of mutants (Ser150Phe, Pro374Arg, Pro395Gln) and wild type (WT) 
cADRB3 were expressed on HEK239 cells. These cells were stimulated with adrenergic 
agonists (adrenaline, noradrenaline, CL316,243, IBMX and RO20-1274) and 
intracellular cyclic-AMP (cAMP) concentrations were measured after 2 hours- 
incubation. Adrenaline, noradrenaline and CL316,243 raised intracellular cAMP, but 
other agonists did not. The raise of cAMP in the cells expressing Ser150Phe or 
Pro395Gln mutants tended to be lower than that with WT. 
These mutants may be related to obesity in dogs. In particular, c.749C>T (Ser150Phe) 
mutant of ADRB3 showed higher frequency in obese dogs epidemiologically, and lower 
cAMP production in vitro study suggestive of that the dogs with this mutation are easy 
to get weight when compared to dogs without them. They are available for gene 
screening items for treatment and prevention of obesity in dogs. 
 
 
 
 
